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論文内容の要旨 
 
序論 
アブラナ科植物において受粉は植物生殖における初期の重要なステップである。雄しべから放出され
た花粉は雌しべ柱頭先端の乳頭細胞で受粉し、受粉後の花粉は初めに自他認識機構の一つである自家不
和合性分子機構によって自家か非自己か判断される。非自己花粉と認識された花粉は、乳頭細胞表面上
で吸水し、花粉管を発芽・伸長し柱頭組織内へと侵入する。花粉が自他認識・吸水・発芽・伸長といっ
たプロセスを果たすにあたり、柱頭側は自他認識の識別、花粉への水分供給、発芽に必要な養分供給、
そして花粉管を柱頭内へ導くための誘導に関わる機能を担っていると推定される。しかし、自家不和合
性反応を含めこれらを制御する分子メカニズムについては多くがまだ解明されていない。 
そこで、本研究では自家不和合性反応の分子機構の解明、並びに受粉分子機構の解明を目的に、自家
和合性変異系統を用いた遺伝学的解析及び、アブラナ科植物を用いた組織特異的な網羅的解析を行った。
さらに得られた知見を融合することにより自家和合性変異系統の原因遺伝子の探索を行った。 
 
第一章 
受粉の場である乳頭細胞で機能する様々な分子メカニズムを総合的に理解し、自家不和合性を含めた
花粉認識から花粉管誘導に至る一連の受粉分子メカニズムを解明することを目的に乳頭細胞組織特異的
な網羅的解析を行った。近年、組織特異的解析として、LM とマイクロアレイによるトランスクリプト
ーム解析に関して、イネを材料として報告がある (Suwabe et al. 2008)。しかし、LM と NGS を融合し
た解析は組織特異的な網羅的解析として多くの報告はない。初めに、LM-NGS 解析法の有用性を明らか
にするため、得られた発現遺伝子群について qRT-PCR や in-situ hybridaization により遺伝子発現の
調査を行い、さらに、これまでに報告のあるマイクロアレイ解析データと照合することで、LM-NGS 解
析の構築を行った。その結果、無作為に選出した遺伝子に関して、qRT-PCR では乳頭細胞において特異
的、あるいは優位に発現していることが明らかになった。また、in-situ hybridaization では、得ら
れた発現遺伝子リスト内のいくつかの遺伝子は乳頭細胞における遺伝子発現が確認された。A.thaliana
乳頭細胞特異的発現遺伝子リストとこれまでに報告のある花器官全体のマイクロアレイ解析データの比
較解析から 6,898 遺伝子 がこれまでに未検出であった乳頭細胞発現遺伝子として取得することができ
た。さらに、6,898 遺伝子のうち 2,749 (約 40%) の遺伝子が 24,000 遺伝子が登録されている ATH1 
genome array gene chip に含まれていなかった。これらのことから、LM-RNA-seq これまでのアレイ解
析では検出することができなかった遺伝子群を得ることができ、fine scale の組織特異的遺伝子発現
解析の有用性が示唆された。 
次に、アブラナ科植物に属する、A.thaliana, A.halleri, B.rapa を材料に 3 種を用いた乳頭細胞発
現遺伝子の比較解析を行うことにより、乳頭細胞発現遺伝子群の構築と特徴づけを行った。比較解析の
結果、3種で共通して発現している遺伝子は 12,311種存在し、A.thaliana, A.halleri, B.rapaそれぞ
れで 64%, 71%そして 87%が共通して発現していた。それぞれの遺伝子群に関して、GO 解析から受粉に
関わると考えられるカテゴリーに属する遺伝子の割合が非常に似通っていた。これらのことから、アブ
ラナ科内において共通器官の乳頭細胞では、種を超えて機能する遺伝子が多く存在していることが考え
られ、さらには、これらの遺伝子リストには、科内において受粉や乳頭細胞の形態形成に関わる共通し
た遺伝子が存在していると考えられた。 
上記解析により見出された共通発現遺伝子群において、アブラナ科植物の受粉分子機構で共通するメ
カニズムと考えられる、花粉管の誘導に関して着目した。植物生殖において、RLK の一つである RLCK 
VII グループの遺伝子に注目して解析したところ、共通発現遺伝子群から 23 の遺伝子が発現している
ことが明らかになった。それらの中には、近年、報告のある花粉管ガイダンス因子が含まれており、こ
れらの遺伝子に関して、更なる解析を行うことによって、乳頭細胞上での花粉管誘導に関する知見を得
ることができ、未解明の柱頭上での花粉管ガイダンス物質の同定に繋がると考えられた。 
 
第二章 
受粉分子システムにおける自他認識機構の一つである自家不和合性分子機構において、花粉・乳頭細
胞間の情報伝達に必要な S遺伝子 (SRK, SP11)、及び認識以降の雌ずい因子 ARC1、MLPK、THLが単離さ
れたが、認識反応以降の分子メカニズムは明らかになっていない。本研究では、自家不和合性分子機構
の解明を目指し、本研究室で見出された自家和合性変異系統 2系統 (TSC4, TSC28) の遺伝学的解析及
び、TSC28 系統において詳細な遺伝解析を行った。また、これまでに報告のある既知 SI 関連因子 (SRK, 
SP11, MLPK, ARC1, THL) の染色体上の座乗位置を明らかにした。遺伝解析の結果から TSC4, TSC28の
原因遺伝子座は A3, A1染色体上にそれぞれ座乗することが明らかになり、これまでに同定された既知
SI関連因子とは異なった位置に座乗することが明らかになった。さらに、TSC28の詳細な遺伝解析によ
り、原因遺伝子が座乗すると考えられる領域を約 1Mb内に絞り込むことができた。候補領域内には 113
の遺伝子が座上していることを明らかにし、自家不和合性と類似する点がある病原菌の菌糸の侵入に関
わる病害応答性遺伝子について注目すると 4遺伝子が座乗していることが明らかになった。これらの遺
伝子の中には、自家不和合性反応に関与する遺伝子が存在することが考えられ、TSC28系統の更なる詳
細な解析が原因遺伝子の同定に繋がり、自家不和合性反応に新たな知見を与えることが期待される。 
 
第三章 
アブラナ科植物の受粉分子機構を、網羅的遺伝子発現解析、及び古典的な遺伝解析の両面からのアプ
ローチによって解明することを目的とした。上述した知見をもとに、TSC28系統を材料に、LM-NGS法を
用いて自家不和合性 TSI3系統と比較解析を行った。遺伝解析による結果から TSC28の原因遺伝子は
A01染色体上の約 1.01Mb領域内に座上していると考えられた。LM-NGS解析の結果から発現レベルで調
査した場合、上記領域内には、TSI3及び TSC28系統合わせて 55遺伝子にまで絞り込むことができた。
これらの遺伝子において、TSC28で発現が見られなかった、もしくは発現量が低下していた遺伝子を探
索したところ、それぞれ 9遺伝子存在することを明らかにした。近年、植物生殖と病害応答性に関わる
遺伝子が共通するとの報告があることから、この報告をもとに候補遺伝子から病害応答性遺伝子の探索
を行ったところ TSC28系統で、一つの遺伝子について TSI3と比較したところ 20.5倍差の発現差が生じ
ていることを見出した。乳頭細胞で発現が確認された候補遺伝子は、他器官との発現比較から柱頭特異
的に発現していることが明らかになり、新規自家不和合性関連因子の候補遺伝子として考えた。 
 
植物生殖における受粉分子機構は、正常な受精に至るための必要かつ重要なステップである。近年ま
でに、多くの研究者による精力的な植物生殖に関する研究が行われ、受粉機構の現象が徐々に明らかに
なりつつある。しかし、花粉と柱頭の情報伝達には、まだまだ多くの謎が含まれている。本研究では、
自家不和合性をはじめ、受粉領域である雌性側、乳頭細胞の網羅的解析を行った。本研究により得られ
た知見が、未だ謎の多い雌雄間コミュニケーションの解明に貢献すること期待している。 
 
  
論文審査結果の要旨 
 
受粉は植物生殖における初期の重要なステップである。葯から放出された花粉は柱頭上で自他
認識・吸水・発芽・伸長を行い、柱頭・花柱は、自他認識の識別・花粉への水分供給・発芽に必
要な養分供給、花粉管を柱頭内への誘導に関わる機能を担っていると推定される。しかし、これ
らを制御する分子メカニズムはまだ多くが未解明である。 
本研究では、アブラナ科植物を材料に受粉分子機構解明を目的とし、雌性側組織特異的遺伝子
の網羅的解析と自家和合性変異系統 (TSC4, TSC28) の遺伝学的解析を行った。 
受粉分子機構における乳頭細胞組織特異的発現遺伝子群の情報基盤の構築と受粉分子機構解明
を目的とし、レーザーマイクロダイゼクション(LM)と次世代シーケンサ (ーNGS)を融合したトラン
スクリプトーム解析を行った。これまでにLM-NGS を融合した研究の知見は多くないことから、
本手法の組織特異的な網羅的解析の有効性を示し、LM-NGS 法の構築を行った。その結果、これ
までのマイクロアレイ解析では同定できなかった遺伝子群を発見しLM-NGS 解析の有用性を示し
た。次にアブラナ科植物に属する Arabidopsis thaliana, A.halleri, Brassica rapa を用いて、LM-NGS
法による乳頭細胞発現遺伝子の比較解析を行い、その特徴を理解し、アブラナ科植物で共通する
受粉関連因子の探索を行った。3 種の乳頭細胞発現遺伝子の比較解析から発現遺伝子の大部分が共
通し、自家和合性、自家不和合性種に関わらず、その機能が共通していることを明らかにした。 
自他認識機構の一つである自家不和合性分子機構解明に向けて、TSC4, TSC28 の遺伝学的解析
を行った。TSC4, TSC28 の変異遺伝子はそれぞれA3, A1 連鎖群に座上しており、既知自家不和合
性関連因子とは、座乗遺伝子座が異なり、TSC4, TSC28 は既知自家不和合性関連因子とは異なる
新規の自家不和合性因子に変異が生じていることを証明した。次に、TSC28 系統を用い、この遺
伝学的解析と先の網羅的解析の知見の融合により、効率的原因遺伝子同定を試みたTSC28 系統の
原因遺伝子の詳細なマッピングを行い、候補遺伝子座乗領域を約 1Mb 領域内に絞り込んだ。次に、
先の LM-NGS 解析とTSC28 系統のそれを融合し、乳頭細胞発現遺伝子比較解析を行い、TSC28 自
家和合性原因遺伝子候補を 55 遺伝子に絞り込んだ。 
 これらの結果から、受粉分子機構に関わるアブラナ科乳頭細胞発現遺伝子群を明らかにし、新
規自家不和合性関連因子候補を明らかにした。これらは、アブラナ科受粉分子機構における雌雄
間のクロストークを理解するための雌性側基盤情報を構築し、自家不和合性分子機構解明に新た
な知見を与えた。以上の点は、自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有する
ことを示している。したがって，大坂正明提出の論文は，博士(生命科学)の博士論文として合格と
認める。 
 
 
 
 
